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RESUMEN

De las hojas, flores y semillas del Toe o “Misha toro” (Datura sanguinea (R. & P.) D. Don),
planta colectada en la Provincia de Huancabamba (Departamento de Piura, en la sierra norte
del Peru) se aislo el alcaloide escopolamina, que fue identificado mediante sus espectros de
Masas, RMN'H y RMN3C. Ademds, se realizé el andlisis cualitativo de los metabolitos
secundarios y la cuantificacion de alcaloides presentes en los diferentes érganos de esta planta.

Palabras clave.- Escopolamina (hioscina), Datura sanguinea, Semillas, Flores y hojas del toe,

Alcaloides tropanicos.

ABSTRACT

From leaves, flowers and seeds of the Toe o “Misha Toro” (Datura sanguinea(R. & P.) D.
Don), wich were collected in the north of Peru (Piura), was isolated alkaloid scopolamine, wich
was identified by the mass spectra, RMN'H and RMN"C. Furthermore, the qualitative analysis
of the secondary metabolites was done, as well as the analysis to determine the amount of
alkaloids present in the various organs of this plant.

Key words.- Scopolamine (hyoscine), Datura sanguine, Seeds, Flowers and leaves of the toe,

Tropane alkaloids.
INTRODUCCION

En nuestro pais existen y se utilizan varias plantas
con constituyentes psicoactivos. Las mas
conocidas son la Coca (Erithroxylum sp.), el
binomio tallos de la liana "Ayahuasca"
(Banisteriopsis caapi) 'y hojas del arbusto
"Chacruna" (Psychotria viridis), utilizadas en la
preparacion de la bebida "Ayahuasca" en toda la
Amazonia, y el cactus "San Pedro" (Echinopsis
pachanoi), utilizado por los curanderos de la costa
y sierra norte del Pert para la preparacién de la
bebida del mismo nombre.

El uso de plantas del género Datura estd menos
difundido en particular en sus efectos psicoactivos,

estando su uso restringido en algunas partes de la
amazonia y en la costa-sierra norte del Pert
(Lambayeque y Piura), pero con especies
diferentes para cada region: D. arborea, D. aurea
y D. sanguinea en las alturas andinas; D.
suaveolens y D. versicolor en las quebradas y
valles de la costa; D. candida y D. insignis, en la
amazonia [1]. En la bibliografia se considera
indistintamente los géneros Datura y Brugmansia
(comunicacién personal de la Blga. J. Alban
Castillo); asi al Toe unos autores lo denominan
(Datura  sanguinea 'y  otros  Brugmansia
sanguinea). Las Daturas son nativas de América
del Sur y, la D. sanguinea es nativa de Colombia y
Pert [2]. En la provincia de Huancabamba al
género Datura (o Brugmansia) se le conoce como
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Mishas. Polia (1996) [3], Camino (1992) [4] y De
Feo (1992), refieren la existencia de mas de media
docena de estas plantas Misha Toro (D.
sanguinea), Misha rastrera (Datura insignis),
Misha curandera (Datura candida), Misha oso,
Misha galga y Misha Leon (Datura arborea), etc.

En nuestros viajes de colecta de plantas en la

ciudad de Huancabamba y alrededores (Shantaco,
Cascapampa, Salald), entre los afios 1988 a 2006,
s6lo hemos encontrado dos especies diferentes de
Datura:

— Datura sanguinea: para la Misha Toro, Toe
Huarhuar rojo (Fig. 1y 2).

— Datura candida: Para cuatro Mishas
clasificadas como especies diferentes por el
curandero-herbolario Francisco Guerrero P.,
residente en dicha ciudad, y cuyos nombres
son “Misha rastrera (flor blanca)”, “Misha
galga rastrera (flor amarilla)”’, “Misha
curandera (flor blanca)” y Misha 0so”.

Fig. 2 Flor, frutos y semillas del Toe
(D. sanguineay).

Polia [3] Reporta el uso adivipatorio de flores y
hojas del Toe (D. sanguinea) maceradas en vino
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blanco, lo que se absorbe por la nariz (singar).
También indica que se obtienen estos efectos
colocandose dos hojas en la frente y en la nuca, en
la noche antes de acostarse.

Schultes y Raffauf [6] Sefialan que se aplica un
emplasto de las flores del Toe para el tratamiento
del reumatismo, las hojas se colocan sobre
infecciones agudas y una infusién de las hojas
puede aplicarse como un bafio para el tratamiento
de infecciones. En los puestos de plantas
medicinales del Mercado Modelo de la ciudad de
Chiclayo se venden atados de flores y hojas del
Toe (Fig. 3), y se indica que se utilizan para hacer
<limpias> y colocar en forma de emplasto en la
parte afectada del paciente. Esta informacion se
nos proporciondé también en la provincia de
Huancabamba, es decir, el uso del Toe se da en
aplicacion externa y sin fines psicoactivos.

Fig. 3 Atados de hojas y flores del Toe (D.
sanguinea,).

Los estudios mas completos sobre los alcaloides
presentes en las hojas del Toe (D. sanguinea) han
sido publicados por Evans et al. [7, 8, 9], quicnes
encontraron que €stas contienen principalmente el
alcaloide escopolamina, llamado también hioscina
(Figura la, 0,08%), pequefias cantidades de
hiosciamina (Figura 1b, 0,01%), norescopolamina
(0,006%) y apoescopolamina (0,005%), y trazas de
los alcaloides (-)-3a-tigloiloxi-6B-acetoxitropano,
3a-acetoxitropano, meteloidina, oscina y litorina.

El estudio mas completo, y tnico, sobre los
alcaloides presentes en las semillas de la Datura
sanguinea, fue publicado por Leary [10] quién
encontré6 que éstas contienen principalmente el
alcaloide escopolamina (88,4% del total de
alcaloides)  (aislada  como picrato  de
escopolamina), ademas los alcaloides hiosciamina
(10,5%) y apohioscina (1,1%). Asimismo, Leary
[10] hace mencion de la presencia en trazas de
tropina, pseudotropina y cholina (Fig. 4).
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Fig. 4 Principales alcaloides presentes en las
hojas del Toe (D: sanguinea).
a) Escopolamina (o hioscina)
b) Hiosciamina
¢) Estructura bdsica de los alcaloides
Tropanicos.

De todas las partes de esta planta la menos
estudiada han sido las flores, reportandose la
presencia del alcaloide principal, escopolamina,
(0,34; 0,55 y 0,89%), de hiosciamina (0,04%) y
otros alcaloides (0,25% vy 0,03%) [7, 11].

En la bibliografia revisada no se ha encontrado
ningn trabajo de analisis cualitativo (marcha
fitoquimica) de los metabolitos secundarios o
productos naturales.

El analisis cuantitativo del Toe (Datura sanguinea)
fue publicado por Drey & Foster [11], quienes
reportan que el contenido de alcaloides en hojas
fluctia entre 0,27 a 0,51%, siendo la escopolamina
el alcaloide principal, en las semillas 0,17% y en
las flores 0,62%; estos ultimos reportes provienen
de muestras procedentes de Ecuador. (Ver Tablal).

Tabla 1. Andlisis cuantitativo de muestras de Datura sanguinea (Drey & Foster,

1953) [9].
Caracteristicas y/o  Partes de  Total de Contenido de Alcaloides
N° procedencia de las la muestra alcaloides Escopolamina Hiosciamina - Otros
muestras (seca) % % % %
Hojas 0,27 0,27 - -
Flores 0,62 0555 0,04 0,03
1 Ecuador
Cortezas 0,26 0,19 0,02 0,04
Semillas 0,17 0,17 - -
Darford (Inglaterra) ~ Hojas 0,51 0,49 0,02 -
2  (Plantas de alméacigo) Tallos 031 028 0,03 )
Cosecha 1952 .
Raices 0,54 0,21 0,29 0,04
Darford (Inglaterra) Hojas 0,41 0,41 Trazas -
L lg)t::ciz 259‘15“2616) Tallos 03 027 0,02 ;
Raices 0,76 0,18 0,42 0,16
Darford (Inglaterra) Hojas 0,34 0,34 B )
(Plantas de
invernadero) Tallos 0.3 0,29 0,01 '

Cosecha 1952
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PARTE EXPERIMENTAL [12, 13]

El espectro de Masas se registré en dos equipos
diferentes, en un Cromat6grafo de Gas acoplado a
Masas (CG-MS) AGIELNT Serie 6890; Columna:
HP5 30m x 0,25mm @; Gas: Helio (1mL/min)
(Laboratorio de Fitoquimica - Instituto Botanico de
Sdo Paulo-Brasil) (para las hojas y semillas) y en
un Espectrometro de masas triple cuadrupolo
acoplado a cromatografia liquida, Applied
Biosystems, modelo API300 (Laboratorio Central
de Salud Publica de Parani-LACEN/PR-Brasil)
(para las flores).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de
Hidrégeno (RMN'H), Carbono (RMN'*C), 'H-'H
COSY y 'H-">C HETCOR se obtuvieron en un
espectrometro  Varian DPX-300 (300 MHz)
(Laboratorio de Productos Naturales-Instituto de
Quimica de la Universidad de S&o Paulo-Brasil)
(para las hojas y semillas); y en un espectrometro
Brucker DRX400 (400Mhz) (Laboratorio de
Productos Naturales de la Universidad Federal de
Minas Gerais-Brasil) (para las flores).

Material vegetal

Las hojas, flores y frutos (semillas) del Toe
(Datura sanguinea) se colectaron en dos zonas de
la provincia de Huancabamba (Dpto. Piura) y en
las fechas indicadas:

a) En el centro poblado de Salalda (3000 msnm,
distrito de El Carmen de la Frontera):

— Hojas: 21. Jul. 88 (Muestra N°1),
26.Jul.99 (Muestra N°2) y 01.Ago. 2000
(Muestra N°3).

— Frutos: 28. Agos. 2002.

— Flores: 14. Ene. 2006.

b) En el camino (2685 msnm) del centro poblado
de Tulum hacia la laguna Pico de Loro
(distrito de Sapalache), se colectaron

— Hojas: 01 de Agos. 2001 (Muestra N° 4).

Las muestras (hojas, semillas y flores) se secaron
en estufa a 40 °C y se pulverizaron a grano fino en
un molino doméstico “Moulinex” (750 W).

Tabla 2. Resultados de la marcha fitoquimica de las hojas, flores y semillas del Toe (D. sanguinea).

Prueba

Pruebas de

Organos de la Planta

Principio Activ sz Fraccion . . ;
N° P ° coloracion Hojas Flores Semillas Mesocarpio - Tallos
Aminogrupos primarios s a + + ++ + +
1 SIupos pru Ninhidrina
y/o secundarios f s o+ 4+ + T+
2 Grupos fendlicos libres  Cloruro férrico a + ++ + ++ +
3 Taninos Gelatina a - - + + +
Flavonoides excepto ., - . - - .
P Reaccion de d
4 chalconas, auronas, .
. . Shinoda +
catequinas e isoflavonas e - - - -
Reaccion de b + + Fdeb -
5 Triterpenos y esteroides  Liebermann c + + + . -
Burchard d + . + o -
6 Quinonas, antronas o Reaccién de b
antranoles Borntrager
Reaccion de c o +4+ ++ ++
Dragendorff d - T+
. Reactivo de c +++ +++ ++ ++
7 Alcaloides .
Mayer d . 4t
Reactivo de o +++ S hr ++ +
Wagner d = 2 ++
Leucoantociabidinas Reaccion de d - T - - -
8 . . ; ;
r0jo), catequinas (marrdn Rosembeim
) q @ + + + + +
" Prueba de la
9 Saponinas f + - - - -

espuma

Convencién: abundante (+++), regular (++), poco (+), negativo (-)
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Analisis cualitativo (marcha fitoquimica)

Se analizaron las hojas, semillas y flores mediante
el procedimiento de Rondina y Coussio [14]. Se
realizaron dos analisis diferentes para cada érgano
de la planta con resultados similares (para cada
organo, ver Tabla 2).

Analisis cuantitativo de alcaloides

La determinacion cuantitativa del total de
alcaloides presentes en las hojas, flores y semillas
del Toe, se realizo segun el procedimiento de Pelt
et al. [15], utilizando titulacién potenciométrica en
la etapa final del analisis, realizando dos ensayos
diferentes para cada érgano y; obteniéndose los
siguientes resultados:

—  Hojas: (Muestra N° 4): 0,34 % (promedio)
—  Semillas: 0,36 % (ambos ensayos)

—  Flores: 0,39 % (promedio)

Aislamiento de la escopolamina
Consistio de dos etapas:

a) Extraccion y separacion
b) Purificacion (realizado durante estadias en
laboratorios del exterior)

La extraccién y separacion de las hojas, semillas y
flores se realizé de manera andloga, obteniéndose
al final del proceso el Extracto Bruto de alcaloides-
EBA, respectivo.

En cambio, en la parte de la purificacion se
procedié de dos maneras diferentes: mediante cro-
matografia en columna seguida de cromatografia
en placa preparativa (para los EBA de hojas y
semillas), y mediante cromatografia centrifugada,
utilizando el equipo cromatotrén (para las flores),
aislandose en todos los casos el alcaloide
mayoritario, escopolamina. A continuacién sélo
describiremos el aislamiento de la escopolamina de
las semillas del Toe (Datura sanguine (R. & P.) D.
Don.) [12].

a) Extraccién y separacion.- (Trabajo realizado
en el Laboratorio de Productos Naturales de la
Facultad de Ciencias-UNI).
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b)

El material seco y pulverizado (150g) se
“desengrasé” con n—hexano (25x400mL) vy
después de dejar secar al ambiente se introdujo
en un cartucho de tocuyo, que se dispuso en el
cuerpo central del equipo soxhlet. Luego, la
muestra se humedeci6 con una solucion acuosa
de amoniaco 15N (90mL) y se dejo en reposo
durante una hora.

Sobre la muestra alcalinizada, dentro del
cuerpo central del extractor, se adiciond
300mL de una mezcla de etanol- éter etilico
(1:2) v se dejé macerar durante dos dias. La
solucion adquirid un color pardo claro.

En el balon del equipo soxhlet se dispuso 1L
de etanol - éter etilico (1:2) y en el cuerpo
central 500 mL de éter etilico, se colocd a
reflujo 10h/dia, durante 9 dias hasta que el
solvente en el cuerpo central del soxhlet dio
test de Mayer negativo. El extracto organico se
concentrd en el rotavapor (30° - 35°C, 200
PSI) hasta tener aproximadamente 5 mL (no se
llevo a sequedad).

El extracto orgéanico fue extraido con acido
sulfurico diluido 0,5N (17x10mL, para formar
sales de alcaloides), la alcalinizacion del
extracto con una solucién de amoniaco 15N
(100mL, pH 11) permite la separacion de los
alcaloides mediante su extraccién con
cloroformo-éter etilico (1:1) (6x100mL).

La eliminacion del solvente organico en el
rotavapor (30° C, 200-100 PSI) proporciono el
extracto bruto de alcaloide, en forma de un
solido de aspecto resinoso, de color marrén
oscuro (594mg).

Purificacién.- (Trabajo realizado en el
Laboratorio de Productos Naturales del
Instituto de Quimica de la Universidad de So
Paulo-Brasil).

La purificacién del extracto bruto de alcaloides
se realizd en dos etapas. En primer lugar,
mediante una cromatografia en columna de
594mg del EBA, absorbente alumina, ® =
35mm, h = 19cm altura de alumina.

La muestra se disolvid con la minima cantidad
de diclorometano y metanol, luego se hizo una
mezcla uniforme (papilla) con silica gel para
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columna y esta papilla se agreg6 a la columna
y se eluyo a través de ella el eluente MeOH en
CHCI3 (polaridad creciente), obteniéndose 7
fracciones, presentandose la escopolamina
parcialmente pura en la fraccion N°2.

En segundo lugar, la fraccion N°2 se purifico
mediante cromatografia en placa preparativa,
en placas de Silica Gel Kieselgel 60F-254,
Imm de espesor de capa (20x20cm?), eluente
clororformo-acetona (10:3), saturado con NH3
15M, obteniéndose dos fracciones (N°I
cloroférmica, 3mg y N° 2 metandlica, 195mg).

La fraccién N°2 nos proporciond un liquido
resinoso de color amarillo, cuyo analisis por
RMN"C nos indica que se trata de la
escopolamina pura.

Identificacion
escopolamina [13]

espectroscopica de la

Espectro de masas.- m/z 303 (47,30%), 154
(42,03%), 138 (93,01%), 136 (47,82) y 94 (pico
base, 100%).

Espectro de RMN'H (300 MHz en CDCL).- §
(ppm): 1,34 ppm (d, H-2eq, ciclo tropanico); 1,58
ppm (d, H-4eq, ciclo tropanico); 2,00 ppm (ddd, H-
2ax, ciclo tropénico); 2,05 ppm (ddd, H-4ax, ciclo
tropanico); 2,46 ppm (s, N-CH,); 2,65 ppm (d, H-
7, ciclo tropéanico); 2,97 ppm (dd, H-1, ciclo
tropénico); 3,11 ppm (dd, H-5, ciclo tropanico);
3,38 ppm (d, H-6, ciclo tropanico); 3,75 ppm (dd,
H-27); 3,78 ppm (dd, H-3'b); 4,17 ppm (dd, H-
37a); 5,03 ppm (t, H-3, ciclo tropanico); 7,21-7,39
ppm (m, SH aromatico).

El espectro corresponde a lo esperado para la
estructura de la escopolamina.

Espectro_de RMN'*C DEPT-135 (300 MHz en
CDCl,).- Sefiales hacia arriba (10):

— Carbonos primarios (CH3): 8 (ppm): 41,6
(Co).

— Carbonos terciarios (CH): 8 (ppm): 54,2
(C); 55,6 (€7); 56,1 (Co); 57,4 (Cy);
57,5 (Cs); 66,5 (C5); 127,7 (p-C); 127,8 (o-
C); 128,7 (m-C).
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Sefiales hacia abajo (3):

— Carbonos secundarios (CH,): & (ppm):
30,2 (Cy); 30,3 (Cy); 63,6 (Cs). Esto
corresponde a lo esperado para la
estructura de la escopolamina.

Espectro de RMN'"*C de Desacoplamiento de 'H de
banda ancha (300 MHz en CDCI;).- En este tipo de
espectro aparecen todos los carbonos:

— O(ppm): 30,2 (CH,); 30,3 (CH,); 41,6
(CH3); 54,2 (CH); 55,6 (CH); 56,1 (CH);
57,4 (CH); 57,5 (CH), 63,6 (CH,); 66,5
(CH); 127,7 (p-CH); 127,8 (0o-CH); 128,7
(m-CH); 135,6 (ipso-C); 171,6 (C-
carbonilo). Estos valores son similares al
reportado por Sarazin et al. (1991) [16].

Espectro 2D 'H-'"H COSY (300 MHz en CDCl,).-

H (5 ppm) Hidrogenos correlacionados
H-2eq (1,34) H-4eq (1,58), H-2ax (2,00)
H-4eq (1,58) H-2eq (1,34), H-4ax (2,05)

H-2ax (2,00) H-2eq (1,34), H-1 (2,97), H-3 (5,03)
H-4ax (2,05) H-4eq (1,58), H-5 (3,11), H-3 (5,03)
H-9 (2,46)  H-4ax (2,05), H-7 (2,65), H-6 (3,38)
H-7 (2,65) H-9(2,65), H-1(2,97), H-6 (3,38)

H-1(2,97) H-2ax (2,00), H-7 (2,65), H-5 (3,11)
H-5(3,11) H-4ax (2,05), H-1 (2,97), H-6 (3,38)
H-6 (3,38) H-7 (2,65), H-1 (2,97), H-5 (3,11)
H-2" (3,75). H-3"a (4,17)

H-3'b (3,78) H-3"a (4,17)

H-3"a (4,17) H-2" (3,75)

H-3 (5,03) H-2ax (2,00), H-4ax (2,05)
Espectro 2D 'H-"C HETCOR (300 MHz en
CDCl).-

C (8 ppm) Hidrégenos correlacionados
C-2(30,2) H-2eq (1,34), H-2ax (2,00)

C-4 (30,3) H-4eq (1,58), H-4ax (2,05)

C-9 (41,6) H-9 (2,46)

C-2" (54,2) H-2" (3,75)

C-7(55,6) H-7 (2,65)

C-6 (56,1) H-6 (3,38)

C-1(57,4) H-1 (2,97)

C-5(57,5) H-5 (3,11)

C-37(63,6) H.3'b (3,78), H-3"a (4,17)

C-3 (66,5) H-3 (5,03)

Existe correspondencia entre estos valores
(espectros 'H-'H COSY y 'H-"?C HECTOR, y
aquellos publicados en la bibliografia [16].
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CONCLUSIONES

A vpartir de las hojas, flores y semillas del Toe
(Datura sanguine (R. & P.) D. Don.) se ha aislado
el alcaloide principal, escopolamina, el cual se ha
identificado mediante sus espectros de Masas,
RMN'H, RMN"C, 'H-'H COSY y 'H-">C Hetcor,
y la comparacion de éstos con lo publicado en la
bibliografia.

Se realizé el andlisis cualitativo de los metabolitos
secundarios (Marcha Fitoquimica) presentes en las
hojas, flores y semillas, del toe segun el procedi-
miento de Rondina y Coussio (1969) [14], habién-
dose verificado la presencia de Aminogru-pos
primarios y/o secundarios (++), grupos fenolicos
libres (+), taninos (+), triterpenos y esteroides (+),
alcaloides (+++), para las hojas, flores y semillas;
catequinas (+), para hojas y semillas; saponinas (+)
en las hojas y quinonas (+) en las flores.

Se realizd la determinacion cuantitativa del total de
alcaloides, seglin el procedimiento de Pelt et al.
[15], habiéndose obtenido 0,34% en las hojas;
0,39% en las flores y 0,36%, en las semillas.
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